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研究成果の概要（和文）：サルコペニア・筋萎縮に至る過程で、一方向性の骨格筋線維タイプ変化（サルコペニ
ア：速筋→遅筋）がおきる. 筋線維タイプ変化（代謝変換）とサルコペニア・筋萎縮の機構の因果関係を明らか
にして、サルコペニア・筋萎縮の予防・治療法の開発に結びつけることを目標として研究を進めている. 各筋線
維タイプは固有のエネルギー代謝特性を有しており, 本研究ではマウスの異なる代謝特性を有する4種類の筋線
維タイプ全てが、異なる蛍光タンパクで生きたまま識別できるMusColorマウスを開発した. このMusColor技術を
使い、筋線維タイプ変化（代謝変換）を誘導する生体内因子を発見してそのメカニズムの解明を行った. 

研究成果の概要（英文）：In the process leading to sarcopenia and muscle atrophy, unidirectional 
skeletal muscle fiber type change (sarcopenia: fast muscle → slow muscle) occurs. We are conducting
 research with the aim of clarifying the causal relationship between muscle fiber type changes 
(metabolic changes) and the mechanism of sarcopenia and muscle atrophy, and linking it to the 
development of methods for preventing and treating sarcopenia and muscle atrophy. Each muscle fiber 
type has its own energy metabolic properties, and in this study different metabolic properties of 
mice. We have developed MusColor mice that allow all four types of muscle fiber types that have 
alive to be distinguished alive with different fluorescent proteins. Using this MusColor technology,
 we have found in vivo factors that induce muscle fiber type changes (metabolism conversion) and 
studied the mechanism.

研究分野：基礎老化学、老年医学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MusColorマウス由来の筋幹細胞を用いて骨格筋線維の代謝変換を誘導する物質（生体内因子や薬物など）の同定
に関する新技術（MusColor技術）の特許出願を果たし、日米の特許に加えて欧州特許が2018年5月に成立させた.
 このMusColor技術を使い、これまで、100 種類以上の市販の生体内因子・マイオカイン・薬物などを用いて
MyHC-I,IIa, IIx或はIIbを発現する筋線維を顕著に誘導あるいは抑制する物質のスクリーニングを実行して候補
分子を複数同定している.　この新技術はサルコペニア・フレイルのメカニズム解明、早期診断法および有効な
介入法の開発に有用であると期待される.



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

これまで、多くの疫学研究でサルコペニア(加齢性筋肉減少症)と高齢者の死亡率・介護リ

スクや老年病症候群（認知症、生活習慣病、フレイル等）は密接な因果関係があることが

示されている. しかし、サルコペニアの診断の確定時には筋委縮が既に進行している. サ

ルコペニアの病態メカニズムは未解明であり、早期診断と有効な予防法の確立が必要であ

る. 
 
２．研究の目的 

サルコペニア・筋萎縮に至る過程で、一方向性の骨格筋線維タイプ変化（サルコペニア：

速筋→遅筋）がおきる. 各筋線維タイプは固有の代謝特性を有する. つまり、量的減少（筋

力・筋量）だけでなく質的変化として代謝変換(筋線維タイプ変化)能の喪失を伴い、サル

コペニアの病態解明の重要な手がかりとなる. そこで、本研究では新技術を完成・駆使し

て骨格筋の代謝変換誘導する生体内因子・マイオカインの探索・同定すると共に、サルコ

ペニア・筋萎縮のモデルマウスに投与して予防効果を評価して機序を解明する. サルコペ

ニアは高齢者死亡率及び老年病症候群と密接な因果関係があることから、効果判定の指標

として筋力・筋量・身体活動改善の指標に加え、申請者らが開発した新規バイオマーカー

の測定と評価、代謝機能の改善、また健康増進の指標として寿命延長効果を解析する.  
 
３．研究の方法 

申請者は、マウスの 4種全ての筋線維タイプを生きたまま, in vivoと in vitroの両方で識別

観察できる新技術の開発を行った.  各ミオシン重鎖蛋白(MyHC) I型, IIa型, IIx型, IIb型

（右上表参照）の遺伝子座に各４色の蛍光蛋白(Sirius, Celurian, YFP, mCherry)をノックイン

（遺伝子改変）したMusColor TMマウスを作製した(右図).   

 

(1) MusColor マウス TMを用いて代謝変換を誘導する生体内因子・マイオカインの探索 

蛍光イメージング法で各MyHC 鎖(I, IIa, IIx, IIb)を蛍光蛋白(Sirius, Celurian, YFP, mCherry)

で生きたままで識別できる MusColorTMマウスを使う. MusColorマウス TMの骨格筋から筋

幹細胞を採取し、筋幹細胞株（MusColor筋幹細胞 TM）を樹立した. 各マウスから採取した

MusColor 筋幹細胞 TMを株化して液体窒素タンクに既に保存しており随時実験に使うこと

ができる（下図）. 各幹細胞株 96/48 ウェルプレートで培養して、生体内因子・マイオカ

インを添加して分化を誘導する. そして、MyHC-I-YFP(遅筋線維)、IIa-Sirius, IIx-Celurian, 

IIb-mCherry(速筋線維)の各蛍光蛋白の発現を、蛍光顕微鏡（ライカ DMD6000+cMOS カメ

ラ）で取得した画像を解析ソフト(ImageJ と MetaMorph)で定量解析する. 本課題では、市

販で入手可能な生体内因子・マイオカイン（購入済）を使いMyHC-I-YFP或は IIb-mCherry

を顕著に誘導する物質のスクリーニングを実行する. 筋線維タイプの変換は、定量 PCRを

用いたMyHC遺伝子発現(遅筋: MYH-7, 速筋: MYH-2, -1, -4)及びウェスタンブロット法を

用いて併せて確認する. 老齢マウスの血中で増加する因子かどうか ELISAで解析する. 

 

(2) 代謝変換の in vitro での機能解析 

In vitroの解析には、分化誘導後のMusColorTM筋管細胞を最大 8 wellで培養して細胞外フラ

ックスアナライザーXFｐ(Seahorse 社)を使う. 細胞の主要なエネルギー代謝経路である

解糖系(≒細胞外酸化速度；ECAR)とミトコンドリアによる好気呼吸(≒酸素消費速度；0CR)

を筋管細胞に対して無侵襲・高感度に経時的計測して代謝特性を評価する.同定した候補因



子を、MusColorTM/c-KO マウス由来の温度感受性不死化筋幹細胞株の分化誘導時に添加し

て、細胞外フラックスアナライザーで代謝変換能を解析する(コントロール細胞と比較検

討).  

 

(3) 代謝変換(筋線維タイプ変換)誘導因子のメカニズムの解明 

代謝変換に関わる遺伝子（核内蛋白、細胞外受容体を含む）の（コンディショナル）c-KO

マウス [pGC-1α,ERRγ、mTOR,Sirt1、klothβ、FGF21, CD36(長鎖脂肪酸輸送体)、

DiO2(2 型脱ヨウ素酵素), BAL1(クロック遺伝子)等]の cKO マウスと筋特異的 Cre 発現 

(HSA-Cre、MCK-Cre) マウスから不死化筋幹細胞株を樹立する. c-KO欠失遺伝子で筋線維
タイプ誘導の影響を受けない因子は、添加した培養筋細胞の遺伝子発現解析を行い、新規
筋線維タイプ変換制御遺伝子を探索する. 
 
(4) 代謝変換(筋線維タイプ変換)誘導因子の抗筋萎縮・抗サルコペニア作用の解析 

マウスに、同定した代謝変換生体内因子を投与して筋力低下、筋萎縮、筋組織の病理学的

解析を行い老化因子の可能性を解析する. 

 

４．研究成果 

1. MusColor マウス TMの筋から温度感受性不死化遺伝子を導入した MusColor TM筋幹細胞株

（サテライト細胞）確立して、筋線維の可塑性を制御する生体内因子・薬物などを探索す

る技術を確立した（日米欧の特許取得）. この技術を使い筋線維変化（代謝変換）を誘導

する約 100 種類の生体内因子・代謝産物・薬物の探索を行い, 複数の新規筋線維タイプ変

換誘導因子を同定した. 

 
2. 同定した生体内誘導因子の中で in vitro及び in vivoでも遅筋線維の割合を増加させ, 一
方で代謝機能を低下させる因子の同定を試みた (フラックスアナライザー解析、筋組織切
片の SDH, NADH 活性). 更に候補因子をマウスに投与して筋力低下・筋萎縮と脂肪組織
変化を解析した. また、候補因子の産生様式についても解析を行った. 
 
3. 候補因子を培養筋細胞に処理して遺伝子発現解析を行い、シグナル伝達経路の解析を行
った. 
 
4. 老化マウスと若年マウスで候補因子の血中濃度の変化を解析した. 
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